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Die Leica Microsystems Heidelberg GmbH in Heidelberg, Neckar/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschied- 
licher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten" 

am 22. Oktober 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht und erklart, 
dass sie dafur die Innere Prioritat der Anmeldung in der Bundesrepublik Deutschland vom 
17. Dezember 1998, Aktenzeichen 198 58 431.8, in Anspruch nimmt. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
G 01 N 15/10 der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 



lAktenzeichen: 199 50 909.3 
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. 69120 Heidelberg 



betreffend eia 



„Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher 
Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten" 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedli- 
cher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels kon- 
fokaler Laserscanmikroskopie. 

Grundsatzlich handelt es sicii hierbei urn ein Nacliweis- bzw. Markierungsverfahren, 
insbesondere urn ein Verfahren, wie es im Rahmen der konventionellen 
Fluoreszenzmikroskopie im biomedizinischen Bereich Anwendung findet. Die bislang 
angewandte Fluoreszenzmikroskopie ist jedoch in der Praxis auBerst problematisch, 
zumal die dort verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit der Zeit ausbleichen, namlich 
eine die Reproduktion von Untersuchungen ausschlieBende Ausbleichcharakteristik 
aufweisen. Aufgrund dieser Ausbleichcharakteristik verandern sich bereits im Verlauf 
des Mikroskopierens die Fluoreszenzintensitaten, und zwar insbesondere bei 
anhaltender Bestrahlung des Fluoreszenzfarbstoffs mit Anregungsticht. Dies macht 
nicht nur eine Reproduktion der Untersuchung unmoglich, erschwert vielmehr auch 
jede Untersuchung nach bereits erfolgter Bestrahlung des biologisch/medizinischen 
Praparats Oder macht eine solche Untersuchung - im Hinblick auf eine zuverlassige 
Auswertung - nahezu unmoglich. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein gattungsgemaBes 
Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in vorzugs- 
weise biologischen Praparaten, insbesondere mittels konfokaler Laserscanmikrosko- 
pie, derart auszugestalten, daB die Reproduktion der Markierung bzw. des Uritersu- 
chungsergebnisses auch nach langerer Bestrahlung gewahrleistet ist. Die bei der 
Fluoreszenzmikroskopie bzw. in Verbindung mit Fluoreszenzfarbstoffanbindung auf- 
tretenden Probleme sollen vermieden werden. 

Voranstehende Aufgabe wird durch die Merkmale des Patentanspruches 1 gelost. 
Danach ist das gattungsbildende Verfahren zur differenzierten Untersuchung unter- 
schiedlicher Strukturen in vorzugsweise biologischen Praparaten dadurch gekenn- 
zeichnet, daB den Strukturen Teiichen mit spezifischem Durchmesser und spezifi- 
schen Eigenschaften zugeordnet werden und daB der Nachweis der Strukturen 
durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezifisch gebundenen Teiichen er- 
folgt. 
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In vorteilhafter Weise erfolgt der Nachweis der Teilchen dadurch, da3 die Wellen- 
lange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des Durchmessers und der spezifischen 
Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, daf3 sich die Teilchen aufgrund der 
an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung bzw, Mie-Reflexe nachweisen lassen. 

Alternativ kann der Nachweis der Teilchen auch durch Detektion des Plasmonen-Si- 
gnals der Teilchen erfolgen. 

ErfindungsgemaB ist erkannt worden, daR das im Rahmen der Fluoreszenzmikro- 
skopie auftretende Problem grundsatzlich auf die Ausbleichcharakteristik der ver- 
wendbaren Fluoreszenzfarbstoffe zuruckzufuhren ist. ErfindungsgemaB wird von 
dem im biomedizinischen Bereich ubIichenA/eise angewandten Markierungsverfahren 
abgegangen, werden namlich die im Praparat interessierenden Strukturen nicht mit 
irgendwelchen Farbstoffen markiert, sondern mit Teilchen mit spezifischem Durch- 
messer und spezifischen Materialeigenschaften. Wahrend es bei der Fluoreszenz- 
farbstoffanbindung auf das Fluoreszenzverhalten der den Strukturen zugeordneten 
Fluoreszenzfarbstoffe ankommt, spielen die optischen Eigenschaften der Teilchen 
zunachst keine Rolle. Vielmehr kommt es hierbei auf den Durchmesser und auf die 
Materialeigenschaften der Teilchen an. 

Die Teilchen werden also - sofern erforderlich - mittels geeigneter Bindemittel den 
jeweiligen Strukturen bzw. Bereichen der Praparate zugeordnet, wobei die Teilchen 
mit Bindemittein versehen sein konnen. die mit bestimmten Strukturen eine chemi- 
sche Bindung Oder eine Bindung aufgrund von Adhasion eingehen konnen. Eine rein 
mechanische Bindung ist ebenfalls denkbar. Nachdem die Teilchen der interessie- 
renden Struktur Oder den interessierenden Strukturen zugeordnet sind, erfolgt der 
Nachweis der Struktur bzw. der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Pra- 
paraten und somit an den jeweiligen Strukturen gebundenen Teilchen. Im Konkreten 
lassen sich die Strukturen bzw. unterschiedlichen Bereiche in den Praparaten da- 
durch differenzieren, daB die Wellenlange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des 
Durchmessers und der spezifischen Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, 
da3 sich die Teilchen aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung 
nachweisen lassen. 



4 



In erfindungsgemaBer Weise wird demnach ein physikalisches Phanomen genutzt, 
welches in der Fachliteratur als „Mie-Streuung" bezelchnet wird. Hierzu wird ledigiich 
beispielhaft auf G. Mie, Ann. Physik 3, 377 (1908) venA/iesen. Hinsichtlich theoreti- 
scher Grundlagen betreffend die Mie-Streuung wird des weiteren venwiesen auf P. 
Torok et al. ..Polarised Light Microscopy" SPIE Vol. 3261, 22 ff. (1998). Unter der 
nach dem Physiker G. Mie bezeichneten Erscheinung - Mie-Streuung Oder Mie-Re- 
flex - versteht man eine Streuung von Licht an Teilchen, wobei mit wachsendem 
Durchmesser der Teilchen die Streuintensitat In Vorwartsrichtung starker zunimmt 
als in Ruckwartsrichtung. Im Gegensatz zur Rayieigh-Streuung hangt die Mie-Streu- 
ung sowohl von den Materialeigenschaften (Elektrizitatskonstante. elektrische Leitfa- 
higkeit) als auch von dem Durchmesser der streuenden Teilchen ab. 

An dieser Stelle sei noch einmal ganz besonders hervorgehoben, daR in erfindungs- 
gemafBer Weise die Markierung von Bereichen Oder Strukturen zu deren differen- 
zierter Untersuchung durch Zuordnung von Teilchen zu diesen Strukturen und durch 
anschlie3ende Detektion der Teilchen erfolgt, wobei die Detektion der Teilchen durch 
Ausnutzung der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung erfolgt. Das Phanomen 
der Mie-Streuung wird somit in erfindungsgemaBer Weise zum Nachweis der den 
Strukturen zugeordneten Teilchen und somit zum Nachweis der Strukturen selbst 
genutzt. 

Statt des Nachweises uber die an den Teilchen auftretende Mie-Streuung kann der 
Nachweis der Teilchen auch durch Detektion des Plasmonen-Signals erfolgen. 
Plasmonen sind aus der Literatur schon seit geraumer Zeit bekannt. Es handelt sich 
hierbei um ein Phanomen aus dem Bereich der Festkorperphysik, bei dem die Elek- 
tronen im Leitungsband eines Festkorpers Schwingungen ausfuhren. die bei- 
spielsweise durch Licht geeigneter Wellenlange induzierbar sind. Dies wird bislang 
vor allem im Zusammenhang mit MeBgeraten genutzt. deren Funktion auf dem 
Oberflachen-Plasmonen-Resonanzeffekt beruhen. Ledigiich beispielhaft wird dazu 
auf die US-PS 5,351,127 venA/iesen, in der eine entsprechende Anordnung 
beschrieben ist. Fur die Lichtmikroskopie im klassischen Sinne ist jedoch die 
Erzeugung und der Nachweis von Oberflachen-Plasmonen gemaB der zuvor 
vorgenannten Druckschrift nicht brauchbar. 
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Im Rahmen des zuvor genannten alternativen Nachweises der Teilchen durch De- 
tektion des Plasmonen-Signals werden mit geeignetem Licht im konventionellen oder 
konfokalen Laserscanmikroskop Oberflachen- oder Volumen-Piasmonen-Resonan- 
zen der Teilchen angeregt, die an der nachzuweisenden Struktur spezifisch ange- 
bunden sind. Die so angeregten Oberflachen- oder Volumen-Plasmonen-Resonan- 
zen werden dann mit geeigneten Mittein nachgewiesen. In Abhangigkeit von der Ei- 
genschaft des verwendeten Lichts und der Eigenschaft der verwendeten Teilchen ist 
ein spezifischer Nachweis unterschiedlicher Teilchen moglich. Beispieisweise ist in 
spharischen Teilchen nur eine begrenzte Anzahl von Oberflachen-Plasmonen ver- 
fugbar, die vom Durchmesser, der Elektronendichte und der Dielektrizitatseigen- 
schaft der Teilchen abhangen. 

In vorteilhafter Weise wird zur Beieuchtung der Teilchen linear polarisiertes Licht 
vorgebbarer Wellenlange verwendet, um namlich den Mie-Effekt bzw. die an den 
Teilchen auftretende Mie-Streuung besonders gut nutzen bzw. detektieren zu kon- 
nen. Dies gilt insbesondere dann, wenn die Wellenlange des Lichts groBer oder in 
etwa gleich dem Durchmesser der Teilchen ist. 

In besonderes vorteilhafter Weise konnte die Wellenlange des Lichts im Bereich zwi- 
schen 300 nm und 1500 nm liegen. Die Gr63e der Teilchen konnte unterhalb des 
optischen Auflosungsvermogens liegen. Im Konkreten kommt hier ein Teilchen- 
durchmesser im Bereich zwischen 10 nm und 1000 nm in Frage, um namlich die 
Mie-Streuung zur Detektion der Teilchen optimal nutzen zu konnen. 

In weiter vorteilhafter Weise wird die Wellenlange des Lichts — bei gegebener Teil- 
chengr63e und gegebenen spezifischen Eigenschaften der Teilchen - derart ge- 
wahlt, da3 ein maximaler Mie-Reflex nachweisbar ist. Ausgehend von den hier zu- 
grundeliegenden theoretischen Grundlagen gemaB den eingangs zitierten Literatur- 
stellen wird hierzu auf die einzige Figur verwiesen, die fur bestimmte 
Teilchendurchmesser, namlich in dem dargestellten Fall fur Partikel mit groBerem 
und mit kleinerem Durchmesser, die aufgrund der Mie-Streuung detektierbare 
Reflexe in Abhangigkeit von der Wellenlange des Beleuchtungslichts zeigt. GemaB 
dieser Darstelllung laBt sich bei gegebener TeilchengroBe diejenige Wellenlange des 
Lichts auswahlen, bei der - bei einem bestimmten Teilchen mit vorgegebenem 
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Durchmesser - ein maximaler Mie-Reflex bzw. eine maximale Mie-Streuung 
nachweisbar und somit detektierbar ist. 

Grundsatzlich ist es moglich, da3 nicht nur ein Bereich des Praparats mit einem Typ 
von Teilclnen - gleichen Durclimessers und gleicher Eigenschaften - versehen wird, 
sondern daB vielmehr voneinander zu differenzierende Bereiche des Praparates mit 
Teilchen untersciiiedlicher Durchmesser versehen werden, so daf3 mittels geeigne- 
tem Licht unterschiedlicher Wellenlangen die Bereiche simultan detektierbar sind. 
Ebenso ist es moglich, die zu differenzierenden Bereiche des Praparats mit Teilchen 
unterschiedlicher spezifischer Eigenschaften - bei unterschiedlichen oder gleichen 
Durchmessern - zu versehen, so daB mittels geeignetem Licht unterschiedlicher 
Oder gleicher Wellenlangen die Bereiche simultan detektierbar sind. Beide Varianten 
zur Differenzierung zwischen unterschiedlichen Bereichen des Praparats sind reali- 
sierbar. 

Bei den zur Markierung dienenden Teilchen handelt es sich bevorzugt um Metallteil- 
chen, und zwar aufgrund deren Elektrizitatskonstante und elektrischer Leitfahigkeit. 
Ebenso kann es sich bei den Teilchen um an der Oberflache metallisierte Teilchen 
handeln. Die Teilchen sind weiter vorzugsweise ellipsoid oder als Kugein ausgefuhrt, 
um namlich eine homogene Mie-Streuung an den Teilchen zu erhalten. 

Der Nachweis der Teilchen uber die dort auftretende Mie-Streuung bzw. uber die dort 
auftretenden Mie-Reflexe kann uber ein Mikroskop erfolgen, und zwar sowohl im 
Transmissionsmikroskop-Modus als auch im Reflexionsmikroskop-Modus. Erfolgt der 
Nachweis im Transmissionsmikroskop-Modus, so kSnnte ein konventionelles Polari- 
sations-Transmissionsmikroskop oder ein konfokales Polarisations-Transmissions- 
mikroskop ven^/endet werden. Erfolgt der Nachweis im Reflexionsmikroskop-Modus, 
konnte ein konventionelles Polarisations-Reflexionsmikroskop oder ein konfokales 
Polarisations-Reflexionsmikroskop zur Realisierung der Nachweismethode venA^en- 
det werden. 

Als Lichtquelle kommt beispielsweise eine Hochdruckdampflampe in Frage, wobei 
diese vorzugsweise wellenlangenselektierende und polarisierende Mittel aufweisen 
sollte. Diese wellenlangenselektierenden und polarisierenden Mittel konnen einer 
herkommlichen Hochdruckdampflampe auch - separat - nachgeschaltet sein. 
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In besonders vorteilhafter Weise laBt sich als Lichtquelle ein Laser verwenden, ins- 
besohdere dann, wenn die konfokale Laserscanmikroskopie angewandt werden soil. 
In vorteilhafter Weise handelt es sich hier um einen Laser, der polarisiertes Licht 
einer Wellenlange emittiert. Ebenso ist der Einsatz eines Lasers denkbar, der polari- 
siertes Licht mehrerer unterschiedlicher Weilenlangen emittiert, wobei dem Laser 
wellenlangenselektierende Mittel - integral oder separat - nachgeordnet sind. Auf 
konventionelle Laser und konventionelle wellenlangenselektierende Mittel kann hier 
zuruckgegriffen werden. 

Zum optimalen Nachweis der Mie-Signale ist es von weiterem Vorteil, wenn man ei- 
nen dem Laser nachgeordneten optisch-parametrischen Oszillator (OPO) als Licht- 
quelle verwendet. Dadurch ist es namlich moglich, die Beleuchtungswellenlange 
quasi kontinuierlich einzustellen, wodurch fur eine bestimmte Teilchenart maximale 
Nachweissignale detektierbar sind. 

Im Hinblick auf die Analyse des Praparats ist es .von Vorteil, wenn zur Auswertung 
mehrere Bildaufnahmen hinzugezogen werden, um namlich Fehler bei der Bildauf- 
nahme eliminieren bzw. kompensieren zu konnen, Insoweit konnte zu einer Bildauf- 
nahme zusatzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles durchlichtmikro- 
skopisches Bild aufgenommen und bei der Bildauswertung berucksichtigt werden. Di- 
gitale Bildverarbeitungsmethoden konnen Anwendung finden. Jedenfalls lassen sich 
mit dem Vergleich eines konventionellen Durchsichtmikroskopbildes systematische 
Fehler des jeweiligen Mikroskops eliminieren bzw. kompensieren. 

Ebenso ist es denkbar, da3 zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahme zu- 
satzlich mit dem gleichen Mikroskop ein konventionelles reflexionsmikroskopisches 
Bild aufgenommen und bei der Bildaufnahme berucksichtigt wird. Auch hier lassen 
sich digitale Bildverarbeitungsmethoden anwenden. Die Verarbeitung eines refle- 
xionsmikroskopischen Bildes mit einem durchlichtmikroskopischen Bild des Prapa- 
rats ist ebenso denkbar, sofern beide Aufnahmen uber das gleiche Mikroskop aufge- 
nommen sind. Diese Aufnahmen werden zur Analyse des Praparats herangezogen 
und bei der Bildauswertung nach Anwendung digitaler Bildverarbeitungsmethoden 
berucksichtigt. 
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Im Hinblick auf die Bildaufnahme und anschlie3ende Bildverarbeitung ist es von 
weiterem Vorteil, wenn mehrere Bildaufnahmen unter verschiedenen Beleuchtungs- 
/Detektionswinkeln durchgefuhrt werden. Auch diese Bildaufnahmen konnen bei der 
Bildauswertung berucksichtigt werden, urn beispielsweise die Analyse bzw. das Er- 
gebnis verfalschende Schatteneffekte oder dergleichen eliminieren zu konnen. Auch 
hier lassen sich digitale Bildverarbeitungsmethoden anwenden. 

Das zunn Nachweis der Teilchen und somit zur differenzierten Untersuchung unter- 
schiedlicher Strukturen dienenden Licht kann uber eine einzige Lichtquelle bereitge- 
stellt werden, so beispielsweise uber eine Laserlichtquelle gemaB der voranstehen- 
den Beschreibung. Ist es jedoch erforderlich, zum Nachweis von Teilchen mit unter- 
schiedlichen Durchmessern und/oder mit unterschiedlichen Eigenschaften Licht mit 
mehreren Wellenlangen bereitzustellen, so konnen dazu mehrere Lichtquellen ver- 
wendet werden, die Licht mit geeigneten Wellenlangen simultan oder zeitlich versetzt 
emittieren. Insoweit ist eine simultane oder zeitlich versetzte Detektion der den un- 
terschiedlichen Strukturen zugeordneten Teilchen moglich. 

Bereits zuvor ist erwahnt worden, daB es sich bei den Teilchen einerseits um metalli- 
sche Teilchen und andererseits um Teilchen mit metallischer Oberflache handein 
kann. Zur Bindung der Teilchen an das Praparat bzw. an die jeweiligen Strukturen ist 
es von ganz besonderem Vorteil, wenn die Teilchen des weiteren oberflachenbe- 
schichfet sind und wenn die Beschichtung eine spezifische Bindung an entsprechend 
kompiementare Strukturen des Praparats ermoglicht. Die Bindung kann mechanisch, 
adhasiv oder gar chemisch erfolgen. 

Abschlie3end sei ganz besonders hervorgehoben, da3 das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren gegenuber der herkommlichen Fluoreszenzmikroskopie den enormen Vorteil 
hat, daB die zur Markierung dienenden Teilchen - im Gegensatz zu den Fluores- 
zenzfarbstoffen - sich im Zeitverlauf und wahrend der Bestrahlung nicht verandern. 
Des weiteren mussen die zur Ermittlung der Mie-Streuung bzw. der Mie-Reflexion 
dienenden Sensoren nicht so sensitiv ausgelegt sein, wie dies bei der Fluoreszenz- 
mikroskopie - zur Detektion der Fluoreszenzerscheinungen - der Fall ist. Sind die 
Praparate bzw. deren Strukturen einmal mit den hier verwendeten Teilchen prapa- 
riert, lassen sich weitere Untersuchungen an den Praparaten auch nach erheblicher 
Bestrahlung reproduzierbar durchfuhren. Jedenfalls sind dabei nicht die zur Markie- 




9 



rung dienenden Teilchen problematisch, sondern lediglich die Haltbarkeit des Prapa- 
rats selbst. Auf sich zeitlich verandernde Markierungen ist in erfindungsgemaBer 
Weise jedenfalls nicht melir zu achten. 
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Patent anspruche 

1. Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in 
vorzugsweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels konfokaler Laserscan- 
mikroskopie, 

dadurch gekennzeichnet. da3 den Strukturen Teilchen mit spezifischem 
Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden und dalB der 
Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezifisch 
gebundenen Teilchen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis der 
Teilchen dadurch erfolgt, da3 die Wellenlange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des 
Durchmessers und der spezifischen Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, 
daB sich die Teilchen aufgrund der an den Teilchen auftretenden Mie-Streuung 
nachweisen lassen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis der 
Teilchen dadurch erfolgt, daB die Wellenlange geeigneten Lichts in Abhangigkeit des 
Durchmessers und der spezifischen Eigenschaften der Teilchen derart gewahit wird, 
daB sich die Teilchen aufgrund des an den Teilchen auftretenden Plasmonen-Signals 
nachweisen lassen. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
linear polarisiertes Licht vorgebbarer Wellenlange verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Wellenlange des Lichts groBer oder in etwa gleich dem Durchmesser der Teil- 
chen ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Wellenlange des Lichts in einem Bereich zwischen 300 nm und 1500 nm liegt. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Grof3e der Teiichen unterhalb des optischen Auflosungsvermogens des 
Mikroskops liegt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teiichen einen Durchmesser im Bereich zwischen 10 nm und 1500 nm haben. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf3 
die Wellenlange des Lichts derart gewahit wird, daB bei gegebener TeilchengroBe 
und spezifischer Eigenschaft der Teiichen ein maximaler Mie-Reflex bzw. 
Plasmonen-Reflex nachweisbar ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da3 
zu differenzierende Bereiche des Praparats mit Teiichen unterschiedlicher Durch- 
messer versehen^werden, so da3 mittels ge§ignetem, Licht unterschiedlicher Wel- 
lenlangen die Bereiche simultan oder nacheinander detektierbar sind. 

11. Verfahren nach einemider-Anspruche t^bis JlOvdadurch-gekennzeichnet, daB 
zu differenzierende Bereiche^^des' Praparats^'fmit Teilchen^ unterschiedlicher spezifi- 
scher Eigenschaften versehen werden, so daB mittels geeignetem Licht unterschied- 
licher .oder gleiQher Wellenlapgen die BereiQhe simultan oder nacheinander detek- 
tierbar sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei den Teiichen um Metallteilchen handelt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
es sich bei den Teiichen um an der Oberflache metallisierte Teiichen handelt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teiichen als Ellipsoide oder Kugeln ausgefuhrt sind. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche i bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Nachweis der Teiichen uber die dort auftretenden Mie-Reflexe bzw. Plasmonen- 
Reflexe im Transmissionsmikroskop-Modus erfolgt. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da3 als Mikroskop ein 
konventionelles Polarisations-Transmissionsmikroskop verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, da3 als Mikroskop ein 
konfokales Polarisations-Transmissionsmikroskop venwendet wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
der spezifische Nachweis der Teilchen uber die dort auftretenden IVlie-Reflexe bzw. 
Plasmonen-Reflexe im Reflexionsnnikroskop-IVIodus erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, da3 als Mikroskop ein 
konventionelles Polarisations-Reflexionsmikroskop venrt^endet wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daR als Mikroskop ein 
konfokales Polarisations-Reflexionsmikroskop venA/endet wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Lichtquelle eine Hochdruckdampflampe, vorzugsweise mit wellenlangenselektie- 
renden und polarisierenden Mittein, venwendet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Lichtquelle ein Laser venwendet wird, der polarisiertes Licht einer Wellenlange 
emittiert. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Lichtquelle ein optisch-parametrischer Oszillator (OPO) verwendet wird, mit dem 
die Wellenlange des Beleuchtungslichts variiert werden kann, mit dem Ziel, ein fur 
eine bestimmte Teilchenart maximales Mie-Signal bzw. Plasmonen-Signal messen 
zu konnen. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Lichtquelle ein Laser, verwendet wird, der polarisiertes Licht mehrerer unter- 
schiedlicher Wellenlangen emittiert, wobei dem Laser wellenlangenselektierende 
Mittel - integral oder separat - nachgeordnet sind. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, da3 
zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahme zusatzlich mit dem gleichen Mikro- 
skop ein konventionelles durchlichtmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der 
Bildauswertung, beispielsweise mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden, berucksich- 
tigt wird. 

26. Verfahren nach einenn der Anspruche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB 
zur Analyse des Praparats zu einer Bildaufnahnne zusatzlich mit dem gleichen Mikro- 
skop ein konventionelles reflexionsmikroskopisches Bild aufgenommen und bei der 
Bildauswertung, beispielsweise mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden, berucksich- 
tigt wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB 
sowohl ein reflexionsmikroskopisches Bild als auch ein durchlichtmikroskopisches 
Bild des Praparats uber das gleiche Mikroskop aufgenommen, zur Analyse des Pra- 
parats herangezogen und bei der Bildauswertung, beispielsweise mittels digitaler 
Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB 
Bildaufnahmen unter verschiedenen Beleuchtungs-ZDetektionswinkeln durchgefuhrt 
werden und daB diese Bildaufnahmen bei der Bildauswertung, beispielsweise mittels 
digitaler Bildverarbeitungsmethoden, berucksichtigt werden, 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB 
das zum Nachweis der Teilchen dienende Licht uber eine einzige Lichtquelle bereit- 
gestellt wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB 
das zum Nachweis der Teilchen mit unterschiedlichen Durchmessern und/oder unter- 
schiedlichen Eigenschaften dienende Licht uber mehreren Lichtquellen geeigneter 
Wellenlange simultan oder zeitlich versetzt bereitgestellt wird. 

31. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teilchen oberflachenbeschichtet sind und daB die Beschichtung eine spezifische 
Bindung an entsprechend komplementare Strukturep des Praparats ermoglicht. 



Zusammenfassung 



Ein Verfahren zur differenzierten Untersuchung unterschiedlicher Strukturen in vor- 
zugsweise biologischen Praparaten, insbesondere mittels konfokaler Laserscanmi- 
kroskopie, ist dadurch gekennzeichnet, da3 den Strukturen Teilchen mit spezifi- 
schem Durchmesser und spezifischen Eigenschaften zugeordnet werden und daB 
der Nachweis der Strukturen durch Nachweis der in bzw. an den Praparaten spezi- 
fisch gebundenen Teilclnen erfoigt. 



(einzige Figur) 



